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PROCEDE DE DISSOCIATION DES CELLULES EUCARYOTES EN CULTURE 

La presente invention est relative a une amelioration des precedes de 
recueil et de manipulation des cellules eucaryotes adherentes ou de tissus 
s cultives. 

La culture eel I ul a ire est actuellement un des passages obliges des 
techniques de genie genetique soit pour exprimer des proteines recombinantes, 
soit lorsque ces cellules ont ete transfectees par des virus recombinants, comme 
cellules hdtes administrables en therapie genique. Dans ce dernier cas il arrive 

10 qu'on reimplante directement des cellules transfectees par des vecteurs viraux 
ou retroviraux dans des tissus ; une revue de ces differentes techniques est 
donnee dans I'ouvrage intitule « Therapie genique, I'ADN medicaments » 
coordonne par Axel Kahn, Editeur John Libby, (1993); on pourra egalement se 
referer utilement a I'article de RC. MULLIGAN, Science (1993), Vol. : 260, p 926. 

15 Le rendement en cellules viables est un point critique lorsque Ton cultive 

des cellules eurcaryotes tant pour la qualite meme des cellules ou des produits 
qui en sont obtenus que pour les questions de rendement lesquels jouent a la 
fois sur les quantites de produits obtenus et sur le prix de revient dudit produit ; 
en particulier lorsqu'une therapie genique est realisee par injection des cellules, 

20 par exemple des cellules d'empaquetage, contenant un virus ou retrovirus 
recombinant, le titre infectieux du virus ou du retrovirus dependant directement 
de I'etat physiologique des cellules d'empaquetage et de leur concentration. 

Les cellules adherentes sont souvent utilisees en culture cellulaire pour la 
production de produits soit secretes par ces cellules soit en tant que tel en 

25 therapie genique ; les exemples les plus classiques sont soit les cellules CHO 
(Chinese Hamster Ovary Cells) pour la production de molecules recombinantes 
ou recepteurs clones ou d'autres cellules fibroblastiques utilisees en therapie 
genique et en particulier des cellules derivees de 3T3 telles NIH-3T3. 

Pour decoller les cellules de leur support, differentes techniques 

30 physiques (racloir) ou chimique (chelateurs de type EDTA ou enzymes 
proteolytiques de type trypsine) ont ete employees. Ces techniques presentent 
toutes des inconvenients. 
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L'utilisation de moyens physiques ou de chelateurs tels I'EDTA est 
delicate et entraine I'apparition d'agregat ainsi qu'une diminution de ia viabilite ; 
les enzymes proteolytiques comma la trypsins degradent les proteines de 
surface de la cellule, diminuent la viabilite et perturbent leur propriete biologique 
sans meme supprimer totalement la presence des agregats, conduisant a des 
taux d'infectivite plus faibles qu'ils ne pourraient I'etre ; les cellules ne disposent 
plus des glycoproteines de surface leur permettant de produire des retrovirus a 
un titre optimum. 

C'est le cas par exemple de l'utilisation de cellules d'empaquetage NIH- 
3T3 qui sont des fibroblastes de souris utilisees en therapie genique, et cultivees 
sur supports plastiques pour etre ensuite collectees et injectees directement 
dans des tumeurs ; le principe de ce type de therapie est de faire produire par 
des derives particuliers de cellules NIH-3T3, appelees cellules M11, in vivo au 
sein des tumeurs, des retrovirus therapeutiques ; a titre d'exemple d'un tel 
traitement on se referera aux articles de M. Caruso et al dans Proc Nat. Acad. 
Sci. USA, (1993) 90_: 70-24, 70-28 ; ou KW Culver et al, Science 256 n° 5063 
p. 1550-1 551 -(1992). L'integrite et la capacite de ces cellules a produire des 
virus sont done primordiales pour I'efficacite therapeutique du traitement. 

Les agregats presenters toute une sene d'inconvenients dont les plus 
importants sont d'entrainer une sous-estimation du nombre des cellules et une 
tres mauvaise reproductibilite des comptages cellulaires. De plus la presence 
d'agregats perturbe les precedes de congelation indispensables au bon 
stockage des cellules, les cellules situees au centre des agregats, n'etant pas 
atteintes par les produits de conservation tels le dimethyl-sulphoxide (DMSO) ce 
qui les rend plus fragiles et entraine une mortalite superieure. Enfin les agr6gats 
perturbent la diffusion des cellules quand elles sont injectees au sein des tissus 
ou de tumeurs au cours de traitements de therapie genique. 

Les dispositifs permettant la culture cellulaire en masse de cellules 
eucaryotes adherentes sont de differents types, le principe etant toujours d'avoir 
une surface maximale permettant I'adhesion des cellules sur cette derniere ; on 
pourra citer a titre d'exemple et comme etant les plus frequentes : 
- les bouteilles roulantes (roller bottles) dans lesquelles les cellules tapissent 
une paroi cylindrique des bouteilles, 
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- les appareils dits « multi tray » constitutes d'une serie de plaques superposees 
sur lesquelles s'attachent les cellules et baignant dans le milieu de culture, ou 
encore de type CellCube, 

- des micro-porteurs ou micro-billes tels ceux commercialises par la societe 
5 Pharmacia sous les marques Cytodex 1 , 2 ou 3 ou encore Cytopore, 

- differents systemes existants comportant des cartouches de fibres creuses 
dans lesquelles les cellules sont logees a titre d'exemple, parmi lesquels on peut 
citer les systemes de type Cellmax, Endotronix. 

Lorsque l*on veut recuperer des cellules pour quelque motif, nptamment 
10 pour constituer des banques cellulaires, pour les reensemencer, ou encore pour 
les utiliser a titre d'agents therapeutiques, la succession d'etapes est la suivante: 

a) la culture des cellules ou tissus en milieu nutritif , 

b) ('elimination du milieu de culture de cellules, 

c) I'addition d'un milieu de dissociation comprenant un chelateur ou un 
15 enzyme proteolytique, ou une combinaison des deux, 

d) une ou plusieurs etapes de lavage dans un milieu approprie a 
('utilisation que Ton souhaite faire de ces cellules. 

Si ces cellules sont destinees a etre congelees, elles sont reprises dans 
un milieu contenant du DMSO de 5 a 20 % et du serum de veau foetal de 30 a 
20 70 % ; les cellules congelees sont ensuite decongelees par resuspension dans 
un milieu compose de serum physiologique auquel est ajoutee de I'albumine a 
10 % et les cellules sont ensuite lavees et centrifugees plusieurs fois dans le 
meme milieu jusqu'a reprise du culot cellulaire dans le milieu final adapte a leur 
utilisation. 

25 Le probleme de la conservation de ces cellules a I'etat isole, en ayant leur 

integrite membranaire et conservant une viabilite maximale est un probleme 
aujourd'hui non resolu. L'invention resout ce probleme en presentant un precede 
de preparation de cellules eucaryotes adherentes comprenant au moins une des 
etapes citees ci-dessus incluant cells de culture elle-meme et consistant en 

30 I'addition dans une solution au contact des cellules pendant I'une de ces etapes 
un derive d'un polymere polyosidique. De facon preferee ce polymere 
polyosidique est un polysaccharide et de preference un polysaccharide sulfate ; 
des exemples de tels polysaccharides sulfates sont par exemple I'heparine, le 
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dextran sulfate, ou te sulfate d'hydroxy- ethyl-amidon. Un polysaccharide selon 
I'invention a ajouter dans les solutions de traitement des cellules eucaryotes a 
un poids moleculaire compris de preference entre 5000 et 500 000. L'heparine 
de poids moleculaire 20 000 constitue un cas particulier particulierement efficace 
dans le procede de I'invention. L'heparine est actuellement connue et utilisee 
comme anti-coagulant. Plusieurs medicaments a base d'heparine ou de derives 
d'heparine ont recus une autorisation de mise sur le marche pour cette 
indication. 

Mais I'avantage de ('addition d'heparine dans le procede de I'invention ne 
peut etre explique par un mecanisme physiologique tel celui implique dans la 
coagulation ou I'hemostase. 

La dose de polysaccharides sulfates a ajouter dans le procede de 
I'invention est de 50 a 500 unites par ml et de preference de 75 a 150 unites par 
ml, quand le milieu est une solution de dissociation contenant un chelateur ou 
une enzyme (etapes b) a d)). 

Cette dose est de 500 a 5000 Ul/ml quand le polysaccharide est ajoute 
directement dans le milieu de culture des cellules ou des tissus (etape a)), et de 
preference 800 a 2000 Ul/ml ; une concentration d'environ 1600 Ul/ml peut etre 
consideree comme optimale. 

Cet effet des polysaccharides sulfates sur la prevention de I'agregation 
des cellules adherentes ne peut pas etre explique ni par ses proprietes anti- 
agregantes connues, ni par son action bien connue d'inhibition de la 
transformation de la prothrombine en thrombine. 

Oe fait, Taction de l'heparine sur les capacites d'adhesion des cellules a leur 
support est encore mal comprise et les rares resultats publies contradictoires. 
Parfois, I'addition d'heparine dans le milieu de culture entrains une agregation 
accrue des cellules (heparin induced agregation of lymphoid cells : J. Cell. 
Physiol. 1986, 126, 352-358), parfois l'heparine entraine un detachement des 
cellules ou une inhibition de leur accrochage a des substrats artificiels (heparin 
inhibits the attachment and growth of BALB/C/3T3 fibroblasts on collagen 
substrata, J. Cellular Physiol. 1992, 150, 8-16). 

L'invention est egalement relative a ('utilisation d'un derive de polymere 
polyosidique, notamment des polysaccharides sulfates dans le milieu de culture, 
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dans un milieu de dissociation ainsi que dans les milieux de congelation ou de 
decongelation de cellules eucaryotes adherentes ou de tissus en culture. 
L'h6parine, le dextran sulfate ou le sulfate d'hydroxyethyl-amidon sont des 
polysaccharides sulfates preferes de I'invention. Cette utilisation permet : 
5 - d'obtenir une meilleure dissociation des cellules, 

- d'obtenir ces cellules avec un rendement superieur a celui obtenu par les 
methodes classiques, 

- de diminuer la taille et le nombre des agregats qui subsistent apres I'etape de 
dissociation, 

10 - d'obtenir une meilleure reproductibilite dans les comptages cellulaires. 

- d'optimiser les procedures de congelation ou de decongelation et d'injection 
(lorsque c'est leur utilisation finale) de ces cellules. 

Quand le derive de polymere est utilise dans le milieu de dissociation des 
cellules ou de tissus et contenant soit un chelateur, soit une enzyme 

is proteolytique, soit les deux, la dose optimale est comprise entre 75 et 150 Ul/ml. 
Quand le derive de polymere est utilise directement dans le milieu de culture, sa 
concentration optimale est comprise entre 500 et -5000 Ul/ml, de preference 
entre 800 et 2000 Ul/ml avec une concentration optimale autour de 1600 Ul/ml. 
L'avantage de cette derniere solution se situe, d'une part, au niveau de 

20 ('augmentation de la viabilite des cellules qu'elle permet et, d'autre part, de 
I'economie de moyens pour aboutir a la recolte des cellules en culture ou des 
tissus en evitant I'etape de dissociation ; en effet, une simple etape de 
centrifugation, le cas echeant suivie d'une etape de lavage, est suffisante a 
I'obtention d'un culot cellulaire pret a une congelation eventuelle. 

25 L'invention est egalement relative aux cellules eucaryotes obtenues par la 

mise en oeuvre d'un precede tel que decrit ci-dessus, ainsi qu'aux produits issus 
de ces cellules ou tissus, notamment des virus, proteines recombinantes ou des 
recepteurs. 

Des exemples particuliers de ce type de cellules sont notamment : des 
30 cellules L, la lignee 3T3 NIH, les lignees d'encapsidation^CRE et *PCRIP, les 
cellules TS13 (cellules de hamster), les cellules tumorales MC26, les cellules 
tumorales 143b, les cellules tumorales MDF7, les cellules tumorales B16 F1, les 
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lignees de packaging GP + envAM12, les cellules HeLa. Un exemple de tissu en 
culture est celui de monocouches de keratinocytes. 

[.'utilisation des cellules eucaryotes recombinantes ou transformees pour 
utilisation en therapie genique prend actuellement de plus en plus d' importance 
et les volumes a produire egalement. Le procede de I'invention est 
considerablement ameliore lorsque apres la premiere etape de dissociation des 
cellules, le reste du processus de traitement, suspension, re-suspension, 
lavages sont effectues a la temperature de 4°C au lieu d'etre effectues a 
temperature ambiante. Aussi le procede tel que decrit ci-dessus est-il 
particulierement avantageux quand I'ensembie de ces etapes intermediates, 
sont realisees a 4°C. 

L'utilisation de ces types de cellules etant essentiellement a but 
therapeutique chez I'homme. il est interessant de souligner que les 
polysaccharides sulfates tels que ceux cites plus haut sont des produits qui ont 
deja obtenus une autorisation de mise sur ie marche et a ce titre ne posent a 
priori aucun probleme de toxicite si des residus potentiels restent associes aux 
cellules. 

Dans le mode de realisation du procede de la presente invention ou I'adjonction 
d'heparine se situe entre 500 et 5000 Ul/ml dans le milieu de culture et de 
preference entre 800 et 2000 Ul/ml, lorsque les cellules arrivent a confluence, 
les cellules sont dissociees sans effectuer les etapes d'elimination du milieu de 
culture, ni addition de milieu dissociant contenant notamment un chelateur de 
type EDTA. Un avantage de ce mode de realisation particulier est I'augmentation 
de la viabilite de la cellule ; en effet, I'EDTA qui entraine une certatne mortalite 
cellulaire n'est plus necessaire. Dans ce mode de realisation, Theparine ajoutee 
directement au milieu de culture est laissee en presence des cellules pendant 5 
'a 10 minutes ; les cellules sont alors facilement dissociables par une agitation 
moderee suivie d'une remise en suspension par exemple a la pipette, et peuvent 
ensuite etre recueillies. L'etape d, citee ci-dessus, de lavage dans un milieu 
appropriee a l'utilisation que I'on souhaite faire de ces cellules, est toujours 
possible ulterieurement. 

Ce type d'utilisation permet d'ameliorer grandement les procedes utilises pour le 
recueil des cellules en flacons roulants quant le nombre de flacons a recuperer 



' WO 96/14395 PCT/FR95/01435 

7 

est important. Ceci entraine notamment une economie de manipulations qui 
permet de rendre viable un process industriei qui sans oela ne I'aurait pas ete. A 
titre d'exemple, pour recueillir les cellules de 50flacons roulants suivant un 
procede de dissociation classique, il faut utiliser 6 personnes qui travaillent dans 
5 un espace reduit pendant une duree de 2 a 3 heures. Avec le nouveau procede, 
2 personnes suffisent, sans augmentation de duree. Cette amelioration est 
extremement sensible lorsqu'il s'agit de passer a lOOflacons roulants ou le 
procede de dissociation avec changement de milieux devient quasiment 
impossible a cause du trap grand nombre de personnes presentes dans une 

10 salle a atmosphere contrdlee. Enfin, I'augmentation de la viabilite des cellules en 
I'absence d'EDTA augmente la qualite et la quantite du produit obtenu a partir 
des cellules ou tissus dissocies. 

Les experiences ci-dessous sont des exemples donnes a titre indicatif de 
I'amelioration conferee par le procede de I'invention dans la qualite et le 

is rendement des cellules obtenues ainsi que dans I'amelioration du titre infectieux 
des cellules derivees de fibroblaste de souris transferees par des retrovirus 
recombinants tels que les cellules de packaging ¥CRIP (Danos O. et al, Proc 
Natl Acad Sci U.S.A. 85 : 64,60-64-64 (1988). Ces experiences sont destinees a 
illustrer les performances du procede de I'invention sans pour autant etre 

20 limitees ni aux types cellulaires donnes, ni a la methode de culture utilisee, ni au 
milieux, tampons ou traitement des cellules utilisees a partir de I'etape de 
dissociation. 

Tous les exemples ci-dessous sont realises en utilisant comme 
polysaccharides sulfates I'heparine telle que commercialisee par la societe 
25 Choay (Sanofi Winthrop, 9, rue du President Allend, 94958 Gentilly Cedex), 
I'heparine lyophilisee etant remise en solution dans de I'eau distillee sterile et a 
raison de 25 000 unites par ml. 

Les cellules utilisees sont des cellules de type fibroblastique derivees de 
NIH-3T3 transferees par un retrovirus recombinant de type Moloney integrant 
30 dans son genome le gene de la un thymidine kinase, et decrit dans Caruso et al 
1993 Proc Natl Acad Sci USA 90 : 7024-7028, et appelees cellules M1 1. 

Exemple n* 1: Effet de I'addition d'heparine sur le nombre de cellules 
dissociees et collectees. 



BNSDOCID: <WO 881438 5AI_I_> 



WO 96/14395 



PCT/FR95/01435 



8 

La croissance des cellules est menee a confluence en bouteilles roulantes 
jusqu'au 6eme ou 8eme jour (J6 ou J8) de la production, puis le milieu de culture 
est jete et les cellules sont mises en contact avec un milieu de dissociation 
constitue de tampon PBS auquel on ajoute 0,02 % d'EDTA. Les cellules sont 
5 ensuite comptees au Coulter counter a J6 ou J8 soit sans addition d'heparine 
soit avec addition de 100 unites par ml d'heparine ; les resultats sont presentes 
dans le tableau 1 suivant : 

Tableau 1 : Nombre des cellules recoltees par bouteilles roulantes 

10 



HEPARINE 


0 


100 U/ml 


J6 
J8 


124.10 6 
136.10 6 


150.10 6 
164.10 6 



On voit que le nombre de cellules recoltees par bouteilles roulantes est 20% 
superieur lorsque 100 unites par ml d'heparine sont ajoutees au milieu 
PBS-EDTA. 

15 En outre lorsque Ion reprend les culots cellutaires en milieu de 

congelation, le nombre d'agregats reformes est beaucoup plus faible qu'en 

('absence d'heparine. 

Exemple n° 2 : Congelation puis deconoelation des cellules en absence 

ou en presence d'heparine . 
20 Des boites de cultures de 75 cm2 contiennent un tapis de cellules M1 1 en 

confluence. 

Les cellules sont decollees de la boite avec du milieu de dissociation 
PBS-EDTA 0, 02 % avec ou sans heparme a 100 unites par ml. 

Le milieu de dissociation est mis en presence du tapis cellulaire pendant 
2$ 5 minutes puis les cellules sont recuperees et la dissociation est terminee avec 
une pipette de 5 ml. Les cellules sont alors comptees, centrifugees et le culot 
cellulaire repris dans un volume approprie de milieu de congelation compose de 
50 % de serum de veau nouveau-ne (Hyclone reference A-2111) et 50 % de 
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milieu DME contenant 20 % de DMSO. Le milieu DME est le milieu DMEM 
(reference Gibco 41965) auquel on ajoute 6 ml de glutamine, 6 ml de solution 
d'antibiotique (penicilline, streptomycine, neomycine (Reference GIBCO 15640- 
048) et 10 % de serum de veau nouveau-ne. Les cellules sont congelees 
s finalement dans 50 % de serum de veau nouveau-ne et 10 % de DMSO dans le 
DME. 

Protocole de decongelation : 

Les ampoules contenant les cellules congelees dans le milieu decrit ci- 
dessus sont sorties de I'azote iiquide et placees dans la glace puis transferees 

10 dans un bain-marie a 37° jusqu'a I'apparition d'un premier glacon, moment 
propice au transfert dans un tube falcon de 15 ml contenant 10 ml de milieu 
constitue de serum physiologique auquel on ajoute 10 % d'albumine humaine. 
Les cellules sont ensuite lavees deux ou trois fois avec ce meme milieu puis le 
culot cellulaire est remis en suspension dans un volume adequat de DME (tel 

is que defini ci-dessus) contenant 10 % de serum de veau nouveau-ne puis la 
suspension cellulaire est distribute a nouveau dans des flacons de culture, la 
culture se faisant dans des conditions classiques a 37° en presence de 5 % de 
C02. 

Le tableau 2 ci-dessous resume les resultats obtenus dans les conditions 
20 experimental suivantes : 

lors de leur croissance apres decongelation le milieu de culture DMEM contient 
de 0 a 100 unites par ml d'heparine puis les cellules sont recoltees en tampons 
PBS-EDTA avec ou sans 100 unites d'heparine. 

Les parametres mesures sont le nombre de cellules vivantes, la viabilite, 
25 la densite des cellules dans les flacons, le temps de doublement. le nombre de 
doublement. 
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II apparait clairement que la presence d'heparine dans le milieu de croissance 
apparait defavorable au nombre de cellules vivantes obtenues apres recolte. 

Par contre la presence d'heparine dans le milieu de decollement 
augmente de facon tres significative le nombre de cellules vivantes, la viabilite, 
la densite des cellules. 

A I'observation microscopique des cellules a J3, il apparait que le nombre 
de cellules en suspension augmente avec la concentration en heparins du milieu 
et inversement le tapis cellulaire est moins dense. 

Les cellules cultivees en presence d'heparine puis traitees en PBS et 
D'EDTA sans heparine presentent un phenomene de decollement du tapis 
cellulaire ce qui fausse les comptages obtenus a partir du tapis decode et 
diminue de fait le rendement des cellules obtenues. 

Cet exemple montre clairement que la presence d'heparine dans le milieu 
PBS-EDTA et dans les milieux de congelation, decongelation confere aux 
cellules un taux de viabilite de 90 % et un rendement en cellules vivantes bien 
superieur a celui obtenu en absence d'heparine. 

Exemple n c 3 : titre infectieux des cellules en culture avant ete en contact 
de I 'heparine p endant les differentes Phases de recolte. congelation et 
decongelation telles que decrites dans les exemples ci-dessus . 

Le calcul du titre infectieux a ete realise selon la methode decrite dans 
Caruso et al, Proc Nat Acad Sci (1992) 89 : 182-186. Des cellules L en culture 
ont ete infectees avec les lignees M1 1 recoltees de la facon decrite dans les 
exemples ci-dessus. Les cellules L infectees par les cellules M1 1 sont ensuite 
colorees au bleu trypan. 

La mesure du titre infectieux de ces cellules est identique ou superieure a 
celui obtenu en milieu PBS-EDTA simple, et constamment superieure si on 
rapporte le titre au nombre de cellules effectivement comptees ; il est egalement 
significativement superieur au titre de cellules recueillies avec de la trypsine. En 
outre avec I'utilisation de la trypsine il est constant que le titre infectieux soit nul 
jusqu'a la quatrieme heure alors que en presence de PPS et d'EDTA auquel on 
ajoute 100 unites par ml d'heparine, un titre infectieux apparait des la premiere 
heure apres la mise en presence des cellules L avec les cellules M1 1 . 
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Ces resuttats refletent bien que les cellules M11 sont dans un meilleur 
etat physiologique lorsque les cellules ont ete prealablement mises en presence 
d'heparine lors des etapes de recueil, congelation et decongelation que 
lorsqu'elles ont ete seulement en presence de D'EDTA ou de trypsine ou d'un 
melange des deux. 

Exemple n° 4 : comoa raison de I'effet de faibles et fortes concentrations 

d'heparine sur la dissociation de differentes lignees cellulaires en culture . 
L'utilisation d'heparine a ete testee quant a la dissociation de differentes lignees 
cellulaires. On peut citer la iignee 3T3 NIH, les lignees d'encapsidation *FCRE et 
^CRIP, les cellules TS13 (cellules de hamster), les cellules tumorales MC26, les 
cellules tumorales 143b, les cellules tumorales MCF7, les cellules tumorales B16 
F1, les lignees de packaging GP + envAM12, les cellules Hela. 

a) concentration d'heparine a 100 Ul/ml dans un milieu PBS EDTA, a 

pH8: 

Le temps de dissociation pour la concentration d'heparine a 100 Ul/ml est de 
5 minutes a temperature ambiante. La dissociation de ces cellules est d'autant 
plus facile que celles-ci sont proches de la confluence. 

Si Ton augmente la concentration d'heparine a 200 Ul/ml environ, la viabilite est 
legerement accrue : elle est de 87 % alors que a 100 Ul/ml elle eta it a 83 %. 

b) Heparine utilisee a une concentration comprise entre 800 Ul/ml et 
2000 Ul/ml. 

L'heparine est ajoutee directement dans le milieu de culture des cellules a la 
concentration de 1200 Ul/ml, la viabilite des cellules apres dissociation est alors 
de 95 %. 

Exemple n° 5 : utilisat ion d'heparine pour la dissociation de cellules en 
culture dans du milieu sans serum . 

L'experience a ete realisee en utilisant des cellules de type MDCK qui doivent 
pousser dans un milieu sans serum pour pouvoir produire des quantites 
appreciates de virus grippal apres un traitement approprie. Malheureusement, 
ce type de Iignee cellulaire cultivee sans serum rend la dissociation des cellules 
extremement difficile. La procedure habit uelle est un traitement par un tampon 
PBS EDTA pendant 30 minutes, suivi d'une dissociation tres energique a la 
trypsine. Cette difficulte a dissocier les cellules est un frein important a 
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I'utilisation industrielle de ce type de culture cellulaire pourtant indispensable a 
la fabrication du vaccin grippal. Avec le procede de invention, I'etape de pre- 
incubation avec le PBS EDTA a ete remplacee par I'adjonction d'heparine a 
haute dose (1200 Ul/ml) dans le milieu de culture. Dans la plupart des cas, il a 
s ete observe une tres importante augmentation de la dissociation ulterieure en 
presence de trypsine et, dans certains cas, les cellules ont pu etre dissociees 
sans I'adjonction de trypsine. 

Exemole n° 6 : Det achement de monocouches de cellules epitheliales . 
La reconstitution de I'epiderme des grands brules est obtenue par culture in vivo 

10 de keratinocytes qui se disposent en couches monocellulaires sur les bottes de 
culture. La procedure habituellement utilisee pour recuperer ces monocouches 
est une digestion energique a la trypsine suivie d'un decollement physique, 
^utilisation d'heparine remplace avantageusement I'utilisation de la trypsine, 
d'une part, car I'heparine altere moins les proteines a la surface de ces cellules, 

15 d'autre part, I'heparine est beaucoup moins chere et d'usage humain (il existe 
une AMM) alors que la trypsine doit, pour pouvoir etre utilisee necessiter de 
nombreux contrdles bacteriens et viraux qui en font un produit extremement 
cher. 

En conclusion I'addition d'une quantite de polysaccharides sulfates telle 
20 I'heparine a une concentration de 50 a 500 unites par ml et de preference une 
centaine d'unites par ml dans les milieux de manipulation des cellules 
adherentes utilises lors de leur recueil, de la congelation, ou de la 
decongelation, ou d'une quantite de 500 a 5 000 Ul/ml dans le milieu de culture 
permet d'augmenter la viabilite et le nombre absoiu de cellules vivantes 
25 obtenues ; de facon concomitante il est observe une diminution des agregats et 
un comportement physiologique des cellules plus vigoureux puisqu'il est observe 
une augmentation de I'infectiosite des cellules transformees par un retrovirus. 

Enfin ces conditions experimentales permettent de faire les operations de 
collecte des cellules a une temperature de 4°, ce qui permet d'envisager un 
30 traitement homogene de quantite importante de cellules ce qui est necessaire 
lors de la preparation de lots therapeutiques. 

II est particulierement interessant de noter que I'utilisation de substances 
telles I'heparine ou I'hydroxy-ethyl-amidon ont deja re5u des AMM pour des 
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utilisations th6rapeutiques et notamment comma anti-agr§gant pour le premier 
ou comma substitut plasmatique pour I'autre, ce qui laisse penser que 
Tutilisation des milieux les contenant ne poserait pas de probl6me majeur au 
niveau de la constitution de dossier d'enregistrement clinique de nouveaux 
5 produits th6rapeutiques d base soit des cellules dans le cas d'une th6rapie 
g6nique soit de substances excr6tees par la cellule dans le cas de proteines 
recombinantes. 
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Revendications 

1. Proc6d6 de preparation des cellules eucaryotes adh6rentes ou de 
5 tissus cultiv£s comprenant au moins une etape de recueil des cellules apres leur 

croissance compl6t6e le cas 6ch6ant par des 6tapes de congelation et de 
decong6lation desdites cellules, caracterise en ce que Tun des milieux de 
preparation contiennent au moins un derive d'un polymere polyosidique. 

2. Procede selon la revendications 1 caract6ris6 en ce que le polymere 
10 est ajoute au milieu au moins dans Tune des Stapes suivantes : la culture, la 

dissociation et le recueil des cellules, leur congelation, leur d6cong6lation. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que le 
polymdre est un derive de polysaccharide. 

4. Procede selon la revendication 1 e 3 caracterise en ce que le polymere 
15 est une polysaccharide sulfate dont le poids moleculaire est compris entre 5000 

et 500 000. 

5. Proc6d6 selon la revendication 4 caracterise en ce que le polymere est 
choisi de preference parmi I'heparine, le dextran sulfate ou la sulfate 
d'hydroxyethyl amidon. 

20 6. Proc6de selon Tune des revendications 1 £ 4 caract6ris6 en ce que le 

polymere est I'heparine. 

7. Proc6d6 selon des revendications 1 & 5 caracterise en ce que le 

polymere est ajoute au milieu de culture a une concentration comprise entre 500 

et 5000 Ul/ml, et de preference entre 800 et 1600 Ul/ml. 
25 8. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que le polymere est 

ajoute au milieu de dissociation contenant un autre agent dissociant, a une 

concentration comprise entre 75 et 150 Ul/ml. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 e 8 caracterise en ce que les 
6tapes intermediates entre celle de dissociation, de congelation et de 

30 decongeiation sont r6alis6es £ 4°C. 

10. Proc6de selon Tune des revendications 1 e 8 caracterise en ce que le 
systdme de culture est un systeme en circuit ferm6 dans lequel les cellules sont 
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dissocides puis r6cup6r6es, notamment un systeme de type Cell Cube, ou des 
fibres ere uses, ou des microporteurs. 

1 1 . proc6d6 selon d'une des revendications 1 £ 8 caract6ris6 en ce que 
les cellules adhdrentes sont des cellules de type fibroblastiques ou.6pith6liales. 
5 12. Proc6d6 selon la revendication 11 caract6rise en ce que les cellules 

sont des cellules recombindes susceptibles de produire une proteine 
recombinante ou un r£cepteur. 

13. Procede selon la revendication 11 caracterise en ce que les cellules 
sont des cellules hdtes comprenant un retrovirus recombinant utilisable en 

10 therapie genique. 

14. Proc6de selon Tune des revendications 1 d 9 caracterise en ce que 
les ttssus en culture sont des monocouches de k6ratinocytes. 

15. Cellules eucaryotes obtenues par la mise en oeuvre du procede selon 
Tune des revendications 1 £ 14. 

15 16. Produits issus des cellules eucaryotes de la revendication 15, 

notamment des virus, des prolines recombinantes ou des recepteurs. 

17. Utilisation d'un derive des polymeres polyosidiques dans les milieux 
de culture, de recueil, congelation ou decongelation de cellules eucaryotes 
adherentes comme agent de dissociation de desegregation desdites cellules. 

20 18. Utilisation selon la revendication 17, caracterise en ce que le 

polymere est un polysaccharide poly sulfate. 

19. Utilisation selon la revendication 18 caracterise en ce que le polymere 
est I'heparine. 

20. Utilisation selon Tune des revendications 17 a 19 caract6ris6e en ce 
25 que le polymere polyosidique est ajoute au milieu de culture des cellules ou des 

tissus a la concentration de 500 a 5000 Ul/ml, et de preference de 800 a 1600 
Ul/ml. 

21. Utilisation selon Tune des revendications 17 £ 19 caractdrisee en ce 
que le polymere polyosidique est ajout6 au milieu de dissociation contenant un 

30 autre agent dissociant a la concentration de 75 a 150 Ul/ml. 
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